Short-term and long-term storage of Small scale mud carp,Cirrhinus microlepis sperm by ดวงจันทร์, ดอกพอง
 
ก
ดวงจนัทร์  ดอกพอง : การเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืด Small scale mud carp, 
Cirrhinus microlepis แบบระยะสั้นและแบบระยะยาว (SHORT-TERM AND LONG-
TERM STORAGE OF SMALL SCALE MUD CARP, Cirrhinus microlepis SPERM)                
อาจารยท่ี์ปรึกษา : อาจารย ์ดร.สมร  พรช่ืนชูวงศ,์ 113 หนา้. 
  
 การศึกษาความเป็นไปไดข้องการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดไดท้าํการศึกษาทั้ง
การเก็บรักษาแบบระยะสั้นและการเก็บรักษาแบบระยะยาว แบ่งการศึกษาออกเป็น 3 การทดลอง 
โดยการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะสั้นไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองย่อยดงัน้ี (1.1) ผล
ของสาร extender และระยะเวลาการเก็บต่อการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะสั้ นของนํ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืด (1.2) ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเก็บท่ีเหมาะสม
ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้น การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะยาวไดแ้บ่ง
ออกเป็น  2 การทดลองย่อยดังน้ี  (2.1) ผลของชนิดและความเข้มข้นของสาร  cryoprotectant ท่ี
เหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ (2.2) ผลของอตัราการ
ลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ และการ
ทดลองท่ี 3 ผลของจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของนํ้ าเช้ือสดและ
นํ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 
การศึกษาผลของสาร extender ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด
แบบระยะสั้น โดยใชส้าร extender 10 ชนิด (Kurokura medium-KU, modified cortland solution-MC, 
Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution-C-F HBSS, modified fish ringer's solution-MFR, 
0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution-HBSS, sperm motility inhibiting saline medium-SM, 
Immobilizing Saad solution-Saad, 350 mM glucose and Immobilizing solution-IM) ทาํการเจือจาง
นํ้ าเช้ือในสาร extender แต่ละชนิด และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4๐C จากนั้นทาํการทดสอบผลของสาร 
extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บ 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 
96, 108 และ 120 ชัว่โมง พบวา่การเกบ็ท่ีระยะเวลา 6-24 ชัว่โมง การใชส้าร extender ทั้ง 10 ชนิด ไม่
มีผลต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวติ (P>0.05) ยกเวน้การใช ้Saad และ SM ท่ีระยะเวลาการ
เกบ็ 12 และ 24 ชัว่โมง มีอตัราการมีชีวิตตํ่ากวา่การใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ และเม่ือทาํการเก็บใน
ระยะเวลาท่ียาวนานข้ึนท่ี 48-96 ชั่วโมง พบว่าการใช้ MC และ IM ยงัมีอัตราการเคล่ือนท่ีสูง
กว่า 50% และสูงกว่าสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
เม่ือนาํสาร extender ทั้ง 10 ชนิด มาทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ ณ เวลา 48 
ชัว่โมง พบว่าการใชส้าร extender 3 ชนิด (HBSS, MC และ KU) ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของ










extender ทั้ง 3 ชนิด ดงักล่าว (HBSS, MC และ KU) มาทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ ณ เวลาการ
เกบ็ท่ี 72 ชัว่โมง พบวา่การใช ้HBSS ใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิสูงสุด 28.39±3.44% (55% ของนํ้ าเช้ือสด)
จากนั้ นนําสาร extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุดจากการทดลองที่ 1.1 (HBSS) มาศึกษาอตัราการเจือจางท่ี
อตัราส่วนต่าง ๆ คือ 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่าการใช้
อตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต
และอตัราการเคล่ือนท่ี และใหผ้ลไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (undiluted sperm, P>0.05) ท่ีระยะเวลา
การเกบ็เร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) และพบว่าเม่ือระยะเวลาการเก็บเพิ่มข้ึนเป็น 48 ชัว่โมง และเพิ่มอตัราการเจือ
จางเป็น 1: 10 และ 1: 15 ส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ตํ่ากว่า
การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 และ 1: 5 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  
การศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บ
รักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด (dimethyl 
sulfoxide-DMSO, dimethyl acetamide-DMA, glycerol and methanol-MeOH) ท่ีระดับความเขม้ขน้ 
5, 10 และ 15% และใช ้HBSS เป็นสาร extender พบวา่การใช ้5% glycerol มีอตัราการปฏิสนธิสูงสุด
64.97±1.82% (74% ของนํ้ าเช้ือสด) ซ่ึงสูงกว่าทรีทเมนตอ่ื์น ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ (P<0.05) จากนั้นเลือกสาร cryoprotectant ท่ีให้ผลดีท่ีสุด คือ 5% glycerol ร่วมกับ HBSS มา
ทาํการศึกษาผลของอตัราการลดอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดย
วิธีการแช่แขง็ โดยใชว้ิธีอตัราการลดอุณหภูมิ 3 แบบ (One-step, Two-steps และ Three-steps) พบว่า
การใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิแบบ One-step และ Two-steps มีอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิต
สูงกวา่การใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิแบบ Three-steps อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  
การศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิทั้งในนํ้ าเช้ือสดและ
นํ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์นํ้าจืด ในนํ้าเช้ือสดพบวา่เม่ือใชน้ํ้ าเช้ือ 1×106: 1 และ 1.5×106: 1 ไม่มี
ผลต่ออัตราการปฏิสนธิ (P<0.05) ส่วนในนํ้ าเช้ือแช่แข็งพบว่าเม่ือใช้จาํนวน sperm: egg ratio ท่ี
อัตราส่วน 1.30×106:1, 1.95×106: 1 และ 2.60×106: 1 ส่งผลให้มีอัตราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกัน
(P>0.05) แต่เม่ือมีการเพิ่มหรือลดจาํนวน sperm: egg ratio ทั้งในนํ้าเช้ือสดและนํ้าเช้ือแช่แขง็ มีผลทาํ
ใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  
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This study examined the feasibility of short-term and long-term storage of 
small scale mud carp, Cirrhinus microlepis sperm. Three major experiments were 
carried out. The first experiment was subdivided into two parts for short-term storage: 
(1.1) the effect of extenders and times storage on short term storage of C. microlepis 
sperm, (1.2) the effect of dilution ratios (sperm: extender) and times storage on short-
term storage of C. microlepis sperm. The second experiment was also divided into two 
parts for long-term storage: (2.1) the effect of cryoprotectants and their concentrations on 
cryopreservation of C. microlepis sperm, (2.2) and the effect of freezing procedures on 
cryopreservation of C. microlepis sperm. The third experiment was to investigate the  
effects of fresh and cryopreserved sperm on fertilization rates of C. microlepis.  
The effects of ten extenders (Kurokura medium-KU, modified cortland solution-
MC, Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution-C-F HBSS, modified fish ringer's 
solution-MFR, 0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution-HBSS, sperm motility inhibiting 
saline medium-SM, Immobilizing Saad solution-Saad, 350 mM glucose and Immobilizing 
solution-IM) on the short term storage of C. microlepis sperm were investigated. Sperm 
samples were diluted with each extender and stored for 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 
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used did not affect motility and viability rates after storage for 6-24 h (P>0.05), except 
Saad and SM diluents in which viability rates were significantly lower than other 
extenders after storage for 12 and 24 h. With increasing storage time from 48 to 96 h, 
the sperm diluted with MC and IM retained motility rate more than 50%, and was 
significantly higher than the other extenders (P<0.05). After storage for 48 h, the 
effects of ten extenders on the fertilization rate were investigated. Three extenders 
(HBSS, MC and KU) did not affect the fertilization rates of C. microlepis sperm and 
produced no significant difference from the control (P>0.05). These three extenders 
(KU, MC and HBSS) were used to investigate the fertilization rate, at 72 h of storage. 
The highest fertilization rate 28.39±3.44% (55% of control) resulted from HBSS 
diluent. The best extender from the experiment 1.1 (HBSS) was used to evaluate the 
effects of four dilution ratios (sperm: extender) at 1:3, 1:5, 1:10 and 1:15 and times 
storage at 0, 48 and 72 h. At the beginning of the time storage (0 h), dilution ratios 
among 1:3, 1:5, 1:10 and 1:15 did not affect the percentages of fertilization, viability 
and motility. These results were not significantly different from the control treatment 
(undiluted sperm, P>0.05). Increasing dilution ratios up to 1:10 and 1:15 resulted in 
lower fertilization, viability and motility rates than those of 1:3 and 1:5 ratios (P<0.05), 
when stored for 48 h. 
The effects of four cryoprotectants (dimethyl sulfoxide-DMSO, dimethyl 
acetamide-DMA, glycerol and methanol-MeOH) at three concentrations (5, 10 and 
15%) on the cryopreservation of C. microlepis sperm were investigated. HBSS diluent 
was used as an extender. The highest fertilization rate 64.97±1.82% (74% of control) 
was achieved with 5% glycerol. This had a significantly higher result than the other 
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fertilization percentage, it was chosen to investigate the effect of three freezing procedures 
(one-step, two-steps and three-steps) on the cryopreservation of C. microlepis sperm. The 
percentage of fertilization and viability of frozen sperm resulting from one-step and 
two-step freezing procedures yielded a higher rate of fertilization and viability than 
that of the three-step freezing procedures (P<0.05). 
The optimal sperm: egg ratios for fresh and cryopreserved sperm of C. microlepis 
were determined. The sperm: egg ratios of 1×106: 1 and 1.5×106 did not affect the 
fertilization rates of fresh sperm (P>0.05). In frozen sperm, the fertilization rates 
obtained from the sperm: egg ratios of 1.30×106: 1, 1.95×106: 1 and 2.60×106: 1 were 
not significantly different (P>0.05). Both excessive and insufficient sperm concentrations 
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